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要 旨
正常前立線および前立腺短大症や前立藤嘉のような病的前立腺に存在するアンドロゲンと高
親和佳に結合する蛋告を検言せした。
サイトゾーノレを分離後，結合ステロイドとして S耳・DHT，3H-R 1881，3H-R 5020を患い飽和
分析にて結合の性質を求めた。
次のごとき実験結果を得た。1. DHTとの結合は正常前立腺で誌肥大症や癌よりも結合部位
数が有意に高官宣を示した。 3謹の前立腺組識で Kdはほぼ同一であった。 2. R 1881との結合は
正常および病的前立線の間iこ結合部イ立数の差は認めず， またiまt玄関じ Kdを得た。 3. R 5020 
との結合についても同様の額向であった。 4. R 1881との結合と R5020との結合の関には結合
部位数に関しては有意の相罷関係を示した。 5.経尿道的切除 (TUR)により得た前立腺での誕
定は，一部が瀦定不能，飽は結合部位数が低値であった。したがって TUR切除標本はステロ
イド結合蛋白を測定し比較検討する材料としては不向きであると考えた。
亙eywords: 訴立腺，アンドロゲン結合蛋白，プロゲスチン結合蛋白
格語一覧: 	DHT: dihydrotestosterone，17s七ydroxy・5α-androstanふone，R 1881 : methy-
ltrienolone，17s-hydroxy-17α-methyl-estra-4，9，11・trien-3-one，R 5020 : prome-
geston，17，21司 dimethyl-19・nor-pregna・4，9・diene-3，20・dione，Kd: dissociation 
constant，TUR: trans-urethral resection，DCC: dextran-coated charcoal，ト
4曙，1・pregna・tetra-ol・21，17，16α，lls・uolo・丑9αリアムシノロン・アセトナイド: 
diene-3，20・dionecyclic 16，17 acetal with acetone. 
さらに症訴を却え，アンドロゲン結合龍を検討したので、
序文
その成讃を述べる。なお近年トリアムシノロン・アセト
標的臓器においてアンドロゲンの作用発現にアンドロ ナイドを加えた R1881結合実験がアンドロゲ、ン・レセ
ゲン・レセプターが関係していることが近年明らかとな プターのみを測定すると言われている久的ので， それを
った。ラット前立腺でアンドロゲン・レセプターが研究 合わせて検討した。本論文でアンドロゲン結合蛋白とい
された結果，アンドロゲン・レセプρターの物理北学的性 う表現はアンドロゲン・レセプターをはじめ高親和性結
状やステロイド結合龍，護合体の接への移行記どが観察 合蛋自の絵和を意味する。
された1-3)。一方ヒト前立腺ではアンドログン・レセプ
ターの瀕定はレセプター以外の結合蛋自の多いため極め
実験方法
て難しく，まだ良い方法が検討されている段階である。 1.試薬
我々は既にヒト正常詰立競，前立操肥大症，前立腺癌の 工〉標識ステロイド 
組織におけるアンドロゲン結合能を測定した心が，今畠 ① 3H-DHT: [1，2，4，5，6，7-3H] 17s-hydroxy-
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5α-andros主an・3・one，speci五cactivity 101 Ci 
/mmol (Radiochemical Center，Amersham， 
England) 
@ 3H-R 1881: [17α-methyPH] 17s-hydroxy-
17α-methyl-estra・4，9，11・trien・3・one，specific 
activity 87 Ci/mmol (New England Nuclear， 
Boston，USA) 
さD 3H-R 5020: [17α-methyPH] 17，21-dime-
thyl・19・nor-pregna・4，9・diene・3，20-dione， 
specific activity 87 Ci/mmol (New England 
Nucler) 
2)非標識ステロイド
 
<D DHT (帝国臓器)
 
② R 1881 (New England Nuclerr) 
舎 R5020 (New England Nuclear) 
3) トリアムシノロン・アセトナイ F(Sigma Che-
mical Co. St Louis USA)， ， ， 
弘6) トノレエン・シンチレーター:04 PPOと‘
0.01% POPOPを溶解したトノレエン溶液. 
組織は千葉大学泌尿器科および関連病院より得られた
手祷標本である。正常前立腺組識は接既腫蕩の患者に対
Jのし，跨既全摘術を撞行した際に得られた前立腺の外{W 
部分を用いた。前立腺肥大症の組織は恥骨後式前立接指
除諦および TTRによって得られた。前立競惑の組織
は前立線全摘箭および経会陰式生検iこよヲ詩られた標本
4) TEMG bu宣er:O.OlM tris-HCl bu:fer (pH 
7.4)， lmM EDT A，1mM s-mercaptoethanol， 
10% (w/v) glycerol. 
5) DCC: Dextran T 70 (Pharmacia，Uppsala， 
Sweden) 0.05%，Charcoal (和党純薬)0.5%. 
2.実験材料
(この 2者は集計のときには openoperationとして集
計した)，地に TじR 諜本も用いた。 TURによ担組織
を得る場合には電気焼失与を最小限にして行った。得られ
た組織は氷冷し，産ちに研究室に運び，一部は病理診断
用として採取し，他は灘定を行うまで -800Cに保存し
た。 
3.澱定方法
前立藤組織は 4倍量の TEMGbu証er (pH 7.4)を
加え， ガラス・ホモジナイザーに入れてホモジナイズ
し，ナイロン・メッシュにて櫨過する。これを700Xg10 
分間，80ooXg15分間，105，000xg60分間違沈し上清をサ
イトゾーノレとした。サイトゾーノレと TEMG bufferで 
0.5mlとし，エタノーノレに溶解した各種の濃度の謀議ス
テロイド 10plとインキュベ}トした。 トリアムシノロ
ン・アセトナイドの効果を検討する場合には，エタノー
ル溶解した 700倍の濃度のトリアムシノロン・アセトナ
イド 10μ1を加えた。通常のインキュベーションの条件
は以下の通りである。 3H-D託T は40C，2時需， 3H-
R 1881は40C，6時間。 3H-R5020は 150C，3時間。
インキュベーション後，遊離ステロイれま DCC0.5ml 
を加えて吸着させ， 40C 20分間放置後 1，000Xg5分需
遠沈して分離した。上清0.5ml fこトルエン・シンチレー
ター 15m}を加え，その放射活性を液体シンチレーショ
ン・カウンター (LKB1215 Rackbeta，Wallac OY， 
Finland)にて誕定した。 Bindinga伍nityおよび ca-
pacityは Scatchard7)プロットまたは逆数プロットで解
訴し， 解離定数 Kdおよび最大結合部金数を求めた。
特異結合の算出にあたっては，各謹濃度の標識ステロイ 
Fとのインキュベーションと同時に， 1000倍の濃度の非
標識ステロイドを加えたものを測定しておき，これを非
特異結合とし，全結合量との差を特異結合とした。全結
合量に対する特異結合の害tl合は， 1nMの濃度の標識ス
テロイドを黒いた場合， 8H-DHTで約95%，3H-R1881 
で70-85%，3H-R 5020で40--60%であった。 なお蛋白
量の調u定はピューレツト法的で灘定した。
実験結果 
1. R 1881との結合における時間と誼度の影響 (Fig. 
1) 
40C で全結合量， 特異結合ともに 6時間で平行に達
し， 10時間経過後抵下した。また150Cでは初め 40Cよ
りも高値を示したが 2時開後には 40C よりも低値とな
った。それゆえ R1881との結合では 40C，6持間で行
った。 
2. R 5020との結合における時間と温度の影響 (Fig. 
2) 
4 0C と150C とで比較したが，特異結合は 150C，3 
時間で最大の値を示したので， R 5020との結合では 15 
OC，3時間の条件で行った。 
3.麹和分析の実例 
Fig.3は76歳の前立腺肥大症の患者よ P得られた前立
線サイトゾーノレにおける DHTとの結合の飽和解析の
倒を示した。匿のごとく高親和註の結合を示した。この
図のより KdはO.74x 10-9 l/85.9fmo結合部位数は]¥ι 
mg proteinとえEる。 
Fig.4は79歳の前立腺肥大症の患者よ担得られた前立
腺サイトゾーノレにおける R1881との結合の飽和解析の
例である。密のごとく高親和性の結合を示した。この醤
よ!) Kdは1.02X10・9M，結合部位数は 30.7fmol/mg 
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Fig. 2. E査ectof incubation time and temperature on 3H-R5020 binding. 
proteinとなる。 
Fig.5は71歳の前立腺忠大症の患者より得られた前立
腺サイトゾールにおける R5020との結合の飽和解析の
例である。やはり高親和詮の結合を示す亘線が得られ2 
Kdは1.05x10・君主ι結合部位数は 17.1fmol/mg pro-
teinと計算された。 
4. R 1881との結合におけるトリアムシノロン・アセ
トナイドの影響 (Fig.6 ) 
R1881とのにおけるトリアムシノロン・アセトナイド
存在下と非存在下での実験を行い比較検討した。トヲア
ムシノロン・アセトナイ Fを 3H-R1881の700f音の濃震
を加えると， Kdはほとんど同じであるが，結合部位数
は約5分の lに減少した。 Fig.6のごとくトリアムシノ
ロン・アセトナイド存在下の測定結果と非存在下の測定
結果で，‘両者の結合部位数は直隷関係を示した。それゆ
え以後の検討を行う場合， トリアムシノロン・アセトナ
イドを使用しない実験の測定震を用いた。 
5. D狂T 結合蛋白 (Fig.7) 
前立諌サイトゾーノレにおける DHT結合蛋自の測定
結果では，測定したほとんどすべての症例に高親和性結
合が認められた。正常前立諌工3伊jの内12伊jに高親和性の
結合を認めた。 Kdは1.3土0.2X10句 ζ 結合部位数は 
146.3土22.8fmol/mgproteinであった。前立謀肥大症
で辻70伊i全てに高親和f生結合を認め， Kdは1.0:!::0.lX 
10・9M，結合部位数註 86.0:!::6.9fmol/mg proteinであ
った。前立腺症では 7例の内 5併に高親和註結合を認
め， Kdは 0.9土0.1xlO・9M，結合部位数は 89.3:1:9.3 
fmol/mg proteinであった。 Kdは正常前立腺， 肥大
症，癌でiまぼ同一であった。結合部位数は正常前立腺で
肥大症や癌よ習も高寵を示した。特に正常前立腺と肥大
症の間には統計学的に有意な差を認めた， (p<O.Ol)。 
6. R 1881結合蛋岳 (Fig.7 ) 
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Fig. 3. Saturation analysis of 3H-DHT binding 
in human prostatic cytosoL 
(case; S. S. 76 yrs.，benign prostatic 
hypertrophy， Kd=O. 74x 10・9M，諮ax!-
mum binding sites (抗BS)ニ 85.9fmol/ 
mg protein.) 
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Fig_ 5. Saturation analysis of 3H-R 5020 bindi司 
ng in human prostatic cytosoL 
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hypertraphy，Kd = 1. 05 X 10・9M，瓦ifBSニ 
17.1 fmol/mg protein.) 
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Fig. 4. Saturation analysis of 3豆-R 1881 bindi-
ng in human prostatic cytosol. 
(case: N. W. 79 yrs.，benign prostatic 
MBS=在，9]¥・02x10ニ1.hypertrophy" Kd
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前立隷サイトゾー/レむおける R1881結合蛋自の灘定
結果では，王常前立腺91rtlの内 8例;こ高親和控の結合を
認め， Kdは1.1土0.3xlO句札結合部{立数は19.1士3.1 
fmol/mg protein であった。前立腺Æ~大症では 45倒の
内44例;こ高親和f生結合を認め， Kdは1_8:t0.2X10・9M，
結合部位数は27.9土 1.5fmol/mg proteinであった。前
立線癌で詰14伊j全てに高親和性結合を認め， Kdは 2_1
土0.7xlO・9M，結合部位数は 23.6土3.5fmol/mg pro-
teinであった。正常前立競，肥大症，癌の聞に R1881 
結合蛋自の結合部位数に有意の差は認められなかった。
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Fig. 6. Effect of addition of triamcinolone 
acetonide on 3H-R 1881 binding sites. 
7. R5020結合蛋白 (Fig.7) 
前立腺サイトゾールにおける R5020結合蛋白の測定
結果では，正常前立腺 6例の内 4例に高親和註の結合を
認め， Kdは3.0:t1.4XlO句ζ 結合部位数は14.5:t3.9 
fmol!mg proteinであった。前立隷肥大症では 49例の
内41例に高親和性結合を認め， Kd詰2.8:t0.3x10・9M，
結合部控数は17.1土 1.3fmol/mg proteinで、あった。話
立腺癌では 5例全てに高親和性の結合を認め， Kdは2.5
土0.4x10叩 1，結合蔀位数は 9.8:t1. 3 fmol/mg prote-
lnであった。正常前立競，肥大症，癌の間にま 5020結
合蛋自の結合部位数に有意の差は認められなかった。 
8. TUR標本の測定結果 (Table1) 
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3H-Dihydrotestos十erone 内2伊jのみに，また12例の惑の内 2例のみに高親和性の
3閲
結合を認めただけで結合部位数の誤f定値も低僅であっ
た。 R5020結合蛋自の測定結果では，肥大痘12伊jの内 2
例に高親和注の結合を認めただけで，やはり澱定値も抵
笹を示し，惑では 13僻全て測定不能という結果であっ
C30Lag-
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た。壬
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9. 1ミ1881結合蛋岳の結合部位数の疾患別分帯 (Fig.E
司 ， ，  恥 8) 
Fig.8は openoperationによ予得られた組織に関しを -T-g +百四五一】
て R1881結合蛋自の結合部位数の分布をヒストグラム
にして示した。仮に 25-30fmol/mgproteinの値を境CZE3EBE
Ed AHU - Z E S I Z E - - Z E S t i  3H-R181 
壬主ト そ + 
3H-R5020 
-ー尋損晶-→壬
~ormol Benign Prostotic 
Pr百十ote hypきrtro手hy
日
一壬ヨ-
Prostatic 
Cancer 
にして低値群と高値群に分けたとすると，正常前立腺は
{底値群にほとんど属している。前立腺肥大症では低値群
から高笹群に一様に分布している。前立競癌では約70%
が低笹群に属すが，残り 30弘が高笹群に属している。 
10. R 1881結合蛋自と R5020結合蛋自の関係 (Fig. 
9) 
R 1881結合蛋自の結合部位数とま 5020結合蛋自の結
合部位数の間iこは Fig.9に示したように有意の相関を
認めた。しかし DHT結合蛋白は R1881結合蛋白， 
R5020結合蛋白相互の間にはこのような相関誌なかっ
Fig. 7. Binding of 3H-DHT，3H-R 1881 and 3H-
+ &・宅 
ふ 
τ
司 、 宅 加 
R 5020 in cytosol from nornial，benign fこ。 
hypertrophic and cancerous prostates. 考 察
Each point indicates indivisual value 
of maximum binding sites (fmol/mg ヒト前立線のアンドロゲン・レセプターの測定法に関 
protein). Bars show M:tS. E. 
しては charcoal adsorption，gel五ltration，density 
正常前立隷に対し TURが適応となることはないの gradient centri五gation，ion-exchange chromatogra-
で，前立線肥大症と前立線癌で比較した。 Table1に示 phy，agar gel electrophoresis，protamine sulfate 
したように D豆T 結合蛋白は全額iに認められたが， precipitation，charcoal assay using synthetic and-
open operation tこよ習得られた標本に比べて結合部栓 rogenなどが報告9)されてきた。しかし何れもレセプタ
数はかな 9抵値で，肥大症と癌の間でも有意の差は認め ーのみを演j定しておらず，その理由はヒト前立燥にはレ
なかった。 R1881結合蛋自の測定結果辻12例の肥大症の セプター以外の高親和性の結合をする蛋自が多くみられ 
Table 1. Binding of 3H-DHT，3H-R 1881 and 3H-R 5020 in human prostatic 
cytosol by TUR. 
m bgbn u p  ur- n o  gesnesA A 
a a -
Number
・
Speci五c S.E.xlO-
M a xf mm uJUH
Kd:t g of cases binding。3H-Dihydrotestosterone 
Benign prostatic hypertrophy 9 
prostat1c cancer 21 
2) 3H-R 1881 
Benign prostatic hyperthrophy 12 
Prostatic cancer 12 
3) 3H-R 5020 
Benign postatic hypertrophy 12 
Prostatic cance主 13 
9 
21 
2 

2 

2。
 
1.1土0.2 
0.1土0.1 
0.4士0.1 
1.6:t0.1 
2.5:t1.7 
39.9土6.0 
53.3:t9.3 
1.5士0.9 
16.5:t5.2 
9.4土3.8 
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によれば差は認められなかったとしている。本研究では
最もアンドロゲ、ン・レセプターの植を反映していると考
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Fig. 9. Relationship of 3H-R1881 and 3H-R5020 
binding sites. 
るためである。標識ステロイドとして DHTを用いた場
合はアンドロゲン・レセプターの測定に特異的とは言え
ず，それ以外にテストステロン結合グロブヲン等のサイ
トゾール中のいくつかの結合成分を誤.IJ定している9，ω。
一方合成アンドロゲンである R1881はテストステロン
結合グロプリンに結合しないので，アンドロゲン・レセ
プターの誤.U定に特異的であるとされ10・12)用いられてい
る。 しかし R1881はプロゲスチン結合蛋自にも一部結
合することが指揺されている13・m。 
Asselin5)，Hicks尺 Zava1のによればトリアムシノロ
ン・アセトナイドは R1881がプロゲスチン結合蛋白と
結合するのを阻害するので相当量のトリアムシノロン・
アセトナイドで処理した後の R1881による測定はアン 
Fロゲン・レセプターを示すと述べている。本研究でト
ヲアムシノロン・アセトナイドの存在下と非存在下での
測定を行い比較したところ，高者には有意の梧関が認め
られ， R 1881との結合の内約 5分の 4がプロゲスチン結
合蛋自によることがわかった。合成プロゲスチンである 
R5020についてはプロゲスチン結合蛋岳の測定に特異的
ヒト前立腺サイトゾールにプロゲスチン・レセプター
が存在することが報告されている13・15)が，本研究でも間
接に R5020結合蛋自の存在が確認された。 しかしヒト
龍立線の核には R5020結合蛋白の存在は確認されてい
ないzshまたヒト前立腺はプロゲスチンの標的巌器とは
考えちれていない。 しかも本研究で R5020結合蛋白は 
R1881結合蛋白と結合部位数の上で有意に相関してい
た。それゆえヒト蔀立線サイトゾール中の R5020結合
蛋白はプロゲスチン・レセプターではなく， R 1881結合
蛋白が結合したものだろう。 
TURによる窃除標本での測定結果は， open opera-
tionによる標本とは大きな差を認めた。それゆえ TUR
窃除襟本は現状では openoperationと毘様のレベル
での生化学的研究を行う材料としては不向きであると考
えた。
本研究はいくつかのステロイ Fの総結合能としておの
おのの鵠立腺を比較した。最近五主計がレセプターの安
定化をはかるといわれ243，これを利用してアンドロゲン
・レセプターを測定する方法が開発されたので，今後こ
の方向の発展をのぞむ次第である。これらの研究が前立
腺癌のホルモン反応性の予知につながるかどうか将来の
検討にまちたい。
乳癌ではエストロゲン・レセプター，プロゲスチン・
レセプタ}の宥無と内分泌療法の有効性が論じられてい
麗謡謹選逼 cancer 
L....J hypertrophy m e a m w U 監滋j normal 
. 0 Zs 
'H-R1881 binding (fmoレ〆mg) 
Fig. 8. Histogram of the maximum binding 
sites for 3H-R 1881 binding in human 
prostatic cytosol obtained by open ope-
ratlOn. 
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であるとされている14・問。
前立腺サイトゾーノレ中に辻アンドロゲン・レセプター
をはじめとしてテストステロン結合グロプリン，未知の
アンドロゲン結合蛋白，プロゲスチン結合蛋白が存在し
ている。これらがどのような構成になっているか不明で
あるが，前立線におけるアンドロゲンのホルモン作用発
現機講において何らかの役割を漬じていると推測され
る。
正常前立腺のサイトゾールの DHT結合蛋岳の結合
部位数は前立隷肥大症よりも存意に高値であった。しか
しなぜ増加しているかは不明であるが，正常前立腺の車
涜の増加によるテストステロン結合グ、ロプリンの関与が
考えられるかも知れない。 
DHTを用いた実験結果によヲ 玄rieg20)，Ghanadi-
an21)はアンドログン・レセプターについて癌組織の方が
肥大症よりも高値を示したと述べている一方， Mobbs22) 
前立腺，肥大症，癌の簡で有意の差は認められなかっ
101 ヒト前立腹のアン Fログン結合蛋岳 
る。しかし前立腺癌では績索したほとんど全ての組織に
アンドロゲン結合蛋白が認められるから，その有無で治
薬方針を決めることはむずかしい。最近の報告25・27)の中
に，前立腺癌の内で R1881結合蛋自の多いものは内分
泌療法iこよく反応するが，少主いものは反応しにくいと
指摘しているが， まだ症例数が少なく確立されていな
い。今後，前立腺におけるアンドログン結合蛋自の研究
は，前立腺癌と内分諾、療法の反広性，内分誌、療法に反芯
しなくなった再燃癌の解明などへの貢献が期待される次
第である。
稿を終るにあたり講指導，梅校濁を賜った千葉大学塁
学部島崎淳教授に草く御礼申し上げます。本研究の一部
は厚生省ガン研究助成金，文部省ガン研究助成金および
文部省科学理究費により行われた。本論文は学生審査論
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SUMMARY 
Androphilic proteins were studied in cytosols 
of normal prostates and pathological tissues such 
as benign hypertrophic prostates and cancerous 
prostates. A dextran-coated charcol assay was 
utilized and binding data were calculated by 
Scatchard plots. 3H-DHT，3H-R1881 and 3H-R5020 
were used as ligand. The results are as follows: 
DHT binding sites in normal prostates were 
greater than in benign hypertrophic and cance-
rous tissues. R1881 and R5020 binding sites were 
not significan tly di百erentamo工19the normal and 
pathological prostates.ま 1881binding sites were 
correlated wIth R 5020 binding sites. The samples 
resected by TUR were insuitable for binding 
assay because the data were not detectable or 
very low. 
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